wo 2004/112813 



PCT/EP2004/006415 



EXTRAKTE VON LITCHI SINENSIS ENTHALTEND OLIGOMERE PROANTHOCYANIDINE 



Gebiet der Erfindung 



Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der Nahrungsmittelerganzamgsstoffe und betriffl 
spe^elle botanische Extrakte mit einem hohen CSehalt an speziellen Wirkstoffen, ein neues 
Verfahren zu ihrer HersteUung sowie ihre Venvendiing in verschiedenen Bereichen 



Stand der Tf rhm'lf 



Extrakte d«: schalen von Pflanzen der Gattung Sapindaceae, spezieU der Spezies Litchi sinensis 
(Sonn.) snui bekannt fllr ihren hohen Gehalt an Flavonderivaten, insbesondere an Hydrier- oder O- 
xidationsprodukten des 2-phenyl-4H.l-benzopyians oder deren Derivat^ wie z3. Flavanen, Fla- 
van-3-olen (Catechinen, CatechinoHgomeren), Flavan-3.4-diolen (Leucoanthocyaniden). Flavonen 
Flavonolen and Flavononen. Den Hai^tanteU der Extrakte steUen jedoch kondensierte Tannine 
sogenannte "oligomere Procyanodole" (OPC) dar. Es handelt sich dabei nm Oligomer mit 2 bis 8 
Monomeren vom Catechin- oder Epicatechintyp. wie z.B. Procyanidine, Proanthocyanidine. Procy- 
amdoel, Ohgoprocyanidine, Leucoanthocyanidine, Leucodelphinine. Leucocyanine sowie Anlhocy- 
anogene. OPC, msbesondere das besonders wirksame Prx)anthocyanidin A2 (OPC A2) zeigen Ei 

''^'^1^ fi! ^ ""'"^ ^ "^"^ insbesondere die Ihhibierung Matrixm JtaUoprotea- 
sen MMP haben aber die Eigenschaft. die dermalen Makromolekttle des Bindegewebes 

wie Proteoglycan, CoUagen und Elastin anzugreifen, die Peptidbindungen zu tosen und damit ur' 
sacl^ch zur Hautalterung beizutragen. Auch bei inilammatorischen Prozessen in der Haut warden 
von den Makrophagen und von polymorphonuclearen neutrophilen Granulocyten Proteasen wie z B 
die Senn-Protease Elastase oder Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) wie CoUagenase und eine weite- 
le, zu den MMP gehOrende Elastin abbauende Elastase ausgeschttttet 

m diesem Zusammenhang sd die europaische Patentamneldmig EP 0978274 Al (Kibun) erv^fct 
aus der kosmetische Zubereitungen fUr die topische Anwendung bekamit sind. die Emulgatoren vom' 
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ment^enang der Haut dieaen. Femer werden in der Europaischea Patentaxuneldung EP 09^328 A1 
(Kao) kosmetische Mittel offenbarL die LitcW PvtroWo , • wt5328 Al 

tem «,*i,ou rr ^ "«ioan, cue Lxtchi-Extrakte zusaramen mit spezieUen PhosphorsSurees- 

tem enthalten. Keine der beiden Schrift.»n sr.tv.8u ^- *t- • - "*o««uce8 
1,* ^ , aciinften enfliait ernen Hinweis, auf welche Weise Litchi-Extrakte 

Produto unter okonanm* vertretbarea Bedingungeu zu vennadcten. Die Aafcab. d« vorlicee; 
denErfliiduiighatsoimtdarinbestandenBM.akt=v™/,„i..- ■ ° ""8^ ™'l>egen- 
Her«.ll.,.,„ ^, „ « some einVet&lKenziidBren 

HerateUung ^ Verftgmig zu Sato, welche - bezogen auf die Akttv«*stenz - weoiga.^.. 15 

nen des Typa OPC A2 auSveiseu. Bin weitee Au^ der Erftoduog ha. darii. be«a„de/7ah 
n^^ja^^ft zu e«»icl«ta. welche bei coaler Auii^ahme sowoM der J^^^l 
auch Entzundungserscheinimgen entgegenwirken. «ierung ais 



teschreibnng der ErfinHnn, 



^Tr^ ' "''""^^^^ ^"^^ ^^'^ - ^--g- den Aktivsub- 

st^gehalt - wemgstens 15 und vorzugsweise 20 bis 25 Gew.-o/o an oUgomeren ProanthZ- 
mduiendesTypsOPCA2,diedadutcherhaitlichsmd.dassman "oanthocya 

(a) Schalen der FrUchte von Litchi sinensis einer Extx^on mit niederen, gegebenenfells 
wassngea aliphatischen Alkoholen imterwirft, 

(b) die Exteato« gegebenenfalls nach Konzentrltion und/oder Filtration einer chroma- 
tographischen Trennung unterzieht, 

F^'tlf'' Chromatographie anfaUende OPC Al-reiche Fraktion einer Fliissig/Flflssig- 
■Extraktion unterwirft imd ^ 

(d) die lesultierende organiscbe Phase abtremit. 

^en^eud«w«s. wurde gefcnde,. daaa durch Kombinatioa der Prozesasohritte JExteW- 
™ , „C^matograptae" uud Jl«aaig«n«asig.BcWaion« amunehi Extrakte zutfui* ^ 
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20^5^7 - auf den AWvsub^,ehaH - w^ig..^ .5 »nd voLgsw«« 

20 b« 25 Gct-..'/. an ol.gomen=n ProaMhocyanidia«. <l« Twa OPC A2, b« dem man 

(a) Schalen d« Frtlchte v<m £«c*, einer Exirakaon mit med««, gegebcnenftlb 

wsaarigen aUphatischai Alkoholen anterwiift «eg«*enaifiUs 

W die Exttalfle gegebenenfaU. nach Konzent^to und/oder Fflwion einer ehroma- 
togr^hisdien Trennvmg unteizieht, 

(c) die bei der Chromatographic aafall'ende OPC Al-reiche Fraktion einer Fltissig/Plassig- 
Extraktion unterwirft und ^ 

(d) die resultierende organische Phase abtrennt 



Extraktion 



Die HerateUung der Bcttakte lam in an aich bekanneer Weiae erfolgen, d.h. beiapielaweiae 
durch waasngen. alkoholiadien oder w>aari^hoUaeh«. Anazug der i^flanzen bLTZ 
'rt'^^. ^ ""=M«h.e. Geeigne. aind aUe hedcSnnnUchen E«raWenaver6h. 
t?' Remaze«a»n, Digestion, Bewegunganu^on. Wixbel^takBen 

Mba^ex,raktK,n, GegenairOMe^raWon. Pe*oMon. Repe*„tati„„. Evako,a« 

nn^v=rmnKi.,to Druck), Dial„laaon ode, FeafflOaaig-ExtaWon unter Icontinuier- 
hd,^ ROcM^a. F«r den groBt«*niael«n Hnaatz vo«ei«^ ia, die Pertolattonan,etfKxl, 
^ Aua^mgamatenal wird vorzugaweiae von liicUaehalen anagegaogen, die vor der Exfd. - 
non meehamael, werden Icannen. Hierbei eigna. aioh alle d«n Facte«nn bdcann- 

r TTTTT^ Ala Ms«ngann«el 

iUr d.e Dj.dAtoung d«: E«ralaion« tonnen organiache Laaunganriael. Waaaer (vonn^sa- 
we«e haflea Waaaer einer Template von ab« 80 «C und inabeaondere von tlber 95 -Q oir 
^acke a^ c^ben Mam,ga.„i«ein und Waaaer. inabeaondere niedennoleknlare Atto- 
t rlTi ^r'^'^'^'^"'^'^'''^^^^ Beaondera bevorzug. 

«*lg. m der Kegel be. 20 bia .00 'C. bevo-zug, bei 50 bia 70 -C. m einer bevorzugten AuT 
2^ erfo,^ ^e Exiraicaon ^ inertgaaabnoapb^ znr Venneidung der Scr^ 
WnkstoSfc d«, ExbAtea. Diea ia. inabeaondere bei ExtraWonen bei Temper«nren iiber 
40 C von Bedeutag. Die Extrakttonazeiten werden vom Fachmann in AbhSngigkei, vom 
Auagangama^nal. dem ExB^donavertoen. der Extraktioaatenaperatur. vom vZnna^ 
s^ne zu ^i^S^ eingeateU.. Naoh der ExtrakHon k.nnen die erbaii^en t,^. 
taktegegebenenfallawe.lerenilblichenSchritten.wlebei.pielaweiaeAuft.inignng Konzent- 
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10 



15 



20 



der Utsduschalen hegm b«ogea mf OPC A2 im Berdch von 2 bis 3 gJ.-«/.. 
CbTomttoerapMe und Pliic sig/Fm^aiff ly rniTj^n 

M. otoomatog^phUche ReUgung »x.d die FIMg*l«ssig-Extntaio„ in « sich be- 

^JZ ^ S*U«nna,.rial fll, die O^nutog^pbie b.b«. sieh 
^-^T" t ^ *W=» T« wd vczzugsweise bei 

to 4 Kddrastofbtomen, m*e«ondere MettMnol oder Ethanol in Bettaoht hmnnen FUr die 
nachfclgend. ExWaioa hab«, doh nU. Wasser nich. n^a« La«n>ittel bewihrt,™ bei- 
^eWe«e Bu«nol od„ Ea.ylace.at Die ExtraWon wird dabei vom.gsweiae bei Teo^peian. 
r^^^^ens 2S X dn„:bge«b«. ^.bei ^ die ob.„ a. de» Siedepnl des 



Gewerblic he AnwenHharlr^l^ 
25 r "^"t^"^" ™ allgemeinen .md die OPC A2.ange,ricberten neuen Bxttakte 

^^t™" "ta' oae- 

^^r* "^"^ beispieWeise »to den. Obcrbegriff ^sn.e«e inaide- 

zur HersteUung von Nabrangamttelergitomgsstoffea fc einer beaond««, DaTeietangsftnn 
dze Ex«ak« in ve*apaelter Ponn. .3. ala GelaSnekapaeb, Oder in nfcoveZ^te 
^emge«.ztGeeigneteMiIaol<apaetann.D„rcbme«^ 

^I^f^ Hemeltog aind beiapielsweia. den Druckaclmiten WO 01/01926. 

WO 01/01927, WO 01/01928, «.d WO 0^929 (Primacare) zu entnebmen. 

r^tT' ^'T' ^'S™*"* betria dea w««™, die Venvendnng der 

33 LIT rT"^ ^""^ ""^ "osmwiachen nnd/od« phanna^Li- 

Sl^^ aie in Mengen von 0.1 bia 10, vo^gav,«ae 0.5 iL 5 und i.1 

besonderelbis2Gew.-%enthaltensemkdnneii. . 
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Beispiele 



Beispiel 1 

In em«n SO-l-Reaktor wurden 3 kg zerMeinerte Schalen von Litchi sinensis mit einem Gehalt 
an OPC A2 von 0,4 Gew..% voigelegt und mit 30 kg wSssrigen Methanol 60 min bei 50 °C 
extrahiert. Es wurden 23 kg einer Flilssigkeit mit einem Feststoffgehalt von 500 g erhalten. 
welcher einen OPC A2 Gehalt von 2 Gew.-% aufwies. Nach Aufkonzenttieren des Extraktes 
auf em Volumen von 1.5 kg wuide die Flussigkeit einer chromatographischen Reinigung bd 
25 OQ auf emer SSule mit einem Belag ohne fonktioneUe Gruppen und unter Einsatz von E- 
thanol als Laufinittel unterworfen, bei der 2,5 kg Extrakt mit einem Feststoffanteil von 80 g 
erhalten wurde. Der Extrakt wurde emeut bis auf ein Volumen von 500 g eingeengt und dann 
bei 45 "C emer FMissig/Flilssig-Chromatographie mit wMssrigem Butanol unterworfen WMh- 
rend die intensiv rot ge^bte wSssrige Phase nur - bezogen auf den Aktivsubstanzgehalt - 
Mengen kleiner 1 Gew.-% an OPC A2 aufwies, wurden 50 g einer leicht rfitlich ge^bten 
orgamschen Phase erhalten, welche - bezogen auf den Aktivsubstanzgehalt - einen Gehalt an 
OPC A2 von 23 Gew.-% aufwies. 



Verideichsbeisspiel VI 

Analog Beispiel 1 wurden in einem 50-1-Reaktor 3 kg zerkleinerte Schalen von Litchi sinensis 
nut emem Gehalt an OPC A2 von 0,4 Gew.-% vorgelegt und mit 30 kg wSssiigem Methanol 
60 mm bei 50 »C extrahiert. Nach Abtremien des Methanols wurde ein Rtlckstaud von 500 g 
erhalten, der in 1,5 1 destilUertem Wasser aufgenommen wurde. AnschlieUend wurde diese 
L6sung mehrfach mit in Summe 3 1 Ethylacetat extrahiert. Dabei wurde nach Tremiung eine 
leicht rOtUch gefarbte organische Phase erhalten, welche - bezogen auf den Aktivsubstanzge- 
halt - einen Gehalt an OPC A2 von 10 Gew.-% aufwies. 
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Wirksamlcei t geeen Proteflgftn 

Wtend einer loflaixmxation, werden a«s den polymon>honuclearen neutrophilen Granulocy- 
ten Oder Makrophagen Hautproteasen. wie beispielsweise CoUagenase freigesetzt. Bin Shnli- 
cher Vorgang spielt sich gerade in der Haut aiterer Menschen bei Einfluss von UV-Strahlen 
ab. Die Pioteasen - wegen ihres Gehaltes an zentralen Zinkionen auch als Matrix-MetaUo- 
Proteasen (MMP) bezeichnet - katalysieren wie schon erwahnt die Fragmentierung von Bin- 
degewebsproteinen. Zur Unteisuchung der Testsubstanzen auf CoUagenaseinMbierung wurde 
bakteneUe CoUagenase (Clostridium histolyticum) auf Gelatine als natflrlichem NMhrboden 
verwendet, welche mit Fluorochrom (FTTC, Calbiochem) markiert war. Die Inkubationszeit 
betrug 60 min bei 20 »C, die Hydrolyse des Substrates wurde ttber die Fluoreszenz bei 393 nm 
(Anregung bei 328 nm) verfolgt Die Ergebnisse sind in Tabelie 1 zusammengefasst. Angege- 
ben ist die CoUagenase-Inhibierung in %. 

Tabelie 1 

CoUagenase-Inliibieruiig (Angabe in %-rel.) 



Bsp. 



Testprodukt 

Produkt gemSB Beispiel 1 
Produkt gemaO Beispiel VI 



Konzentration % (w/v) 



67 



34 



Die Ergebnisse zeigen, dass die erfindungsgemaBen Testsubstanzen in AbhSngigkeit der Kon- 
20 zentration uber eine signifikante Inhibierungswirkung verfugen. 
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Patentanspriiche 



1. PflanzUche Extrakte enthaltend - bezogen auf den Aktivsubstanzgehalt - wenigstens 15 
Gew.Vo an oligomeien ftoanthocyanidinen des Typs OPC A2. daduich erhalflich. dass 



man 



(a) Schalen der Friichte von Litchi s»^ensis einer Extraktion mit niederen. gegebenen- 
fells wgssngen aKphatischen Alkoholen unterwirft, 

(b) die Extrakte gegebenenfalls nach Konzentration und/oder Filtration einer chroma- 
tographischen Trennung unterzieht, 

(c) die bei der Chiomatographie anfaUende OPC A2-reiche Fraktion einer FlOs- 
sig/Fliissig-Extraktion unterwiifl und 

(d) die lesultierende organische Phase abtrennt 

2. Extrakte nach Anspiuch 2. dadurch gekennzeichnet, dass sie 20 bis 25 Gew -% OPC A2 

enthalten. 

3. Verfahren^ HersteUungpflanzlicher Extrakte nut wem^ 
20 Proanthocyamdinai des Typs OPC A2, bei dem man 

(a) Schalen der Friichte von Litchi sinensis einer Extraktion mit niederen. gegebenen- 
falls wassngen aUphatischen Alkoholen unterwirft, 

(b) die Extrakte gegebenenfalls nach Konzentration und/oder FUtration einer chroma- 
togr^hischen Trennung unterzieht, 

(c) die bei der Chromatographie anfaUende OPC A2-reiche Fraktion einer Pliis- 
sig/Fliissig-Extraktion unterwirft und 

(d) die resultierende organische Phase abtrennt 



30 



35 



4. Verfahr^i nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man gegebenenfells wassii- 
gen Methanol oder Ethanol einsetzt. 

5. V«fahren nach den AnsprUchen 3 und/oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
Extraktion bei Temperaturen im Bereich von 30 bis 70 °C durchftihrt 

6. Verf^en nach mindestens einem der AnsprOche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die chromatographische Trennung auf einer SSule durchftihrt. deren Belag keine 
tunlctionellen Gruppen aufweist. 
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7. Verfehren nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet. dass 
man die chromatographische Trennung mit Laufinitteln durchfOhrt. die ausgewahlt sind 
aus der Gruppe der aliphatischen Alkohole mit 1 bis 4 Kohlenstoffotomen. 

8. Verfahren nach nundestens einem der Anspriiche 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die Fliissig/Tliissig-Extraktion unter Verwendung von nicht mit Wasser mischbaren 
LSsungsmittehi durchfuhrt. 

9. Verwendung von Extrakten der Litchi sinensis zur HersteUung von 
NahrungsmittelergSnzungsstoffra. 

10. Verwendung von Extrakten nach Anspruch 1 zur HersteUung von kosmetischen und/oder 
pharmazeutischen Zubereitungen. 
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